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ABSTRACT 
The large number of microplastics (PM) that are thrown into the sea increases 
considerably, affecting marine animals and especially invertebrates, in the 
course of years. MPs pose a threat to food safety. Therefore, a protocol for 
evaluating MP in marine bivalves Choromytilus chorus (Molina, 1782) and 
Aulacomya atra (Molina, 1782) in the department of Lima, Peru was 
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standardized. The bivalves were obtained from the Ancón fishing terminal, 
Lima, Peru. The most efficient procedure was determined during the digestion 
of the organic matter with hydrogen peroxide (H2O2), and the flotation and 
filtration of the PM using C. chorus for this standardization. During H2O2 
digestion the most suitable container was the 1L clear glass bottle with 2 cm 
opening and 25 cm height. The volume of 30% H2O2 that allowed the best 
digestion of 99% organic matter in C. chorus was 18 g in 200 mL of H2O2. The 
water bath was more effective than the magnetic oscillator, since it allows 
evaluating and a greater number of samples, with oscillation and constant 
temperature up to 48 h of digestion. During MP flotation and filtration, fill up to ¾ 
of a L bottle with saturated saline and then use a 10 mL volumetric glass pipette 
to carefully remove the supernatant and empty the contents into a glass petri 
dish clean proved to be the best flotation method for PM extraction to use. In 
the characterization of PM for both bivalve species, two types of PM were 
obtained: fibers that are the most abundant, showing red, blue and white colors; 
and yellow and white pellets. The concentrations of PM were 1.91 ± 0.11 
items·g-1 and 1.64 ± 0.08 items·g-1 for C. chorus and A. atra, respectively. The 
standardization of this protocol was optimal for laboratory conditions, achieving 
a good classification and observation of the PM, which will allow other 
researchers to use this protocol, taking into account that there are no studies on 
these two invertebrates in Peru yet. 
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RESUMEN 
La gran cantidad de microplásticos (MP) que son arrojados en el mar va 
aumentando considerablemente, afectando a los animales marinos y sobre 
todo a los invertebrados, en el transcurso de los años. Los MP representan una 
amenaza para la inocuidad alimentaria. Por lo cual se estandarizó un protocolo 
para evaluar MP en los bivalvos marinos Choromytilus chorus (Molina, 1782) y 
Aulacomya atra (Molina, 1782) en el departamento de Lima, Perú. Los bivalvos 
fueron obtenidos del terminal pesquero de Ancón, Lima, Perú. Se determinó 
cuál fue el procedimiento más eficaz durante la digestión de la materia orgánica 
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con peróxido de hidrogeno (H2O2), y la flotación y filtración de los MP usando a 
C. chorus para esta estandarizacion. Durante la digestión con H2O2 el envase 
más adecuado fue la botella de vidrio de transparente de 1 L con 2 cm de 
abertura y 25 cm de altura. El volumen de H2O2 al 30% que permitió la mejor 
digestión de la materia orgánica al 99% en C. chorus fue 18 g en 200 mL de 
H2O2. El baño maría fue más eficaz que el oscilador magnético, púes permite 
evaluar y un mayor número de muestras, con oscilación y temperatura 
constante hasta las 48 h de digestión. Durante la flotación y filtración de MP,  
se llenó hasta los ¾ de botella de un L con solución salina saturada y luego 
emplear una pipeta de vidrio volumétrica de 10 mL para sacar el sobrenadante 
con mucho cuidado y vaciar el contenido en una placa Petri de vidrio limpia 
mostró ser el mejor método de flotación para la extracción de MP a utilizar. En 
la caracterización de MP para ambas especies de bivalvos se obtuvieron dos 
tipos de MP: fibras que son las más abundantes, mostrando colores rojo, azul y 
blanco; y pellets de color amarillo y blanco. Las concentraciones de MP fueron 
de 1,91±0,11 ítems·g-1 y 1,64±0,08 ítems·g-1  para C. chorus y A. atra, 
respectivamente. La estandarización de este protocolo resultó óptima para las 
condiciones del laboratorio, logrando una buena clasificación y observación de 
los MP, lo que permitirá que otros investigadores puedan utilizar este protocolo, 
tomando en cuenta que aún no hay estudios en estos dos invertebrados en el 
Perú.  
Palabras clave: Aulacomya atra – Choromytilus chorus – microplásticos –
moluscos 
 
INTRODUCCIÓN 
En 1907, el ganador del Premio Nobel en Química, el belga Leo Hendrick 
Baekeland (1863-1944) creó la primera sustancia de plástico sintética, la 
baquelita. No fue hasta medio siglo después, en los años cincuenta, que éstas 
fibras sintéticas comenzaron a producirse masivamente (Derraik, 2002).  
La producción mundial de plásticos creció casi un 3,16% en el 2018 respecto al 
2017 alcanzando los 359 mill de t métricas (NG, 2020), si la tendencia de 
producción y consumo continúa, se estima que se alcanzará los 1.000 mill de t 
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para el 2050 (GESAMP, 2019). Siendo mayormente atribuidos a seis tipos 
diferentes de plásticos: polietileno (PE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo 
(PVC), poliuretano (PP), polestireno (PS) y tereftalato de poetileno (PET) (Miller 
et al., 2017).  
La persistencia de los plásticos en la naturaleza puede conducir a riesgos para 
la salud pública en el ser humano y para la fauna silvestre, produciendo 
cambios en los ecosistemas, exponiendo sustancias químicas que están 
presentes en la composición de éstos o que han sido adsorbidos por el medio 
acuático (Ashton et al., 2010; Engler, 2012; Rochman et al., 2014; Woodall, 
2014; Wang et al., 2016; Miller et al., 2017; Granek et al., 2020). 
La Organización de las Naciones Unidas (ONU) en el 2016 determinó que 800 
especies acuáticas fueron contaminadas por MP, siendo 69% mayor que lo 
registrado en 1977 (GESAMP, 2019). En el Perú,  el 2018 se estableció la ley 
que regula el plástico de un solo uso, y los recipientes o envases plásticos 
descartables (El Peruano, 2018), con la que se espera una reducción de la  
contaminación plástica y microplástica (MP), a pesar que se dio un periodo de 
cumplimiento. 
Los MP a menudo se encuentran en el tracto digestivo de los organismos 
acuáticos como bivalvos y peces pequeños que se consumen enteros, y que 
tienen más probabilidades de exponer los MP en la dieta humana, por lo que 
representan una amenaza a la inocuidad alimentaria (Salim et al., 2013; 
Galloway, 2015; GESAMP, 2019; Jabeen et al., 2017). 
Los MP también están en el aire, pero es más difícil la contaminación por esta 
vía, debido a que se cuenta con los vellos nasales que no permiten el ingreso 
directo de los MP (Smith et al., 2018). Aún no hay estimaciones sobre la 
cantidad de MP que pueda generar un problema grave de salud al hombre, al 
ser expulsados por las heces o exista una translocación a cualquier sistema 
como circulatorio o respiratorio (Prata et al., 2019). 
Las investigaciones en los bivalvos demostrarían que estos moluscos marinos 
están siendo contaminados por MP, debido a que son filtradores que absorben 
todo lo que está en su entorno y forman parte de la cadena trófica que afectan 
a muchos vertebrados y aves marinas (Mathalon & Hill, 2014; Van 
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Cauwenberghe & Janssen, 2014; Paul-Pont et al., 2016; Purca & Henostroza, 
2017; Fang et al., 2019). Los bivalvos son conocidos como buenos 
bioindicadores de contaminación de MP (Von Moos et al., 2012; De Witte et al., 
2014; Avio et al., 2015; Purca & Henostroza, 2017). Se ha demostrado que los 
MP, se adhieren al cuerpo, a las gónadas, a las branquias, etc. de los bivalvos 
(Kolandhasamy et al., 2018). 
En el Perú, se tiene un estudio con MP en el bivalvo Argopecten purpuratus 
(Lamarck, 1819) colectados en los mercados pesqueros de Lima, Perú (De la 
Torre et al., 2019). Escasas investigaciones en el Perú, han sido  realizadas 
principalmente en peces y en la arena de playas marinas (Purca & Henostroza, 
2017; Ory et al., 2018; De-la-Torre, 2019ab; De-la-Torre et al., 2019abc; 
Iannacone et al., 2019; De-la-Torre et al., 2020).  
Un problema que se observa es que los métodos que describen la separación e 
identificación de MP en bivalvos son altamente variables y es necesario que se 
estandarizen para hacer comparaciones adecuadas (Miller et al., 2017; Phuong 
et al., 2018ab; Covernton et al., 2019: Thiele et al., 2019; von Friesen et al., 
2019; Baechler et al., 2020). Otros países, toman en cuenta las limitaciones 
que tienen los laboratorios y la gran variedad de digestores de materia orgánica 
(MO) para la extracción de MP, los cuales muestran diferentes niveles de 
eficacia (Van Cauwenberghe & Janssen, 2014; Li et al., 2015; Vandermeersch 
et al., 2015; Lusher et al., 2017). Por lo que se deben priorizar el uso de 
materiales y equipos que no requirieran de altos presupuestos, buscando la 
mayor eficacia de los insumos utilizados (Miller et al., 2017).   
Aulacomya atra (Molina, 1782) “choro” es un recurso hidrobiológico bentónico 
costero de aguas superficiales, cuyo hábitat es el sustrato rocoso de hasta 70 
m de profundidad. Se distribuye principalmente entre Perú y Chile (Paredes et 
al., 2016). La pesquería de este recurso es de alta importancia comercial, al ser 
una especie de alto valor biológico proteico para el consumo humano (Ríos et 
al., 2018). El cambio climático y la sobreexplotación del recurso mediante la 
pesca artesanal  influyen significativamente en su sostenibilidad, en relación a 
su biometría y abundancia (Solis et al., 2019; Gonzales Vargas & Espinoza-
Ramos, 2020). Por lo que en el Perú, existe un programa de recuperación de 
5 
 
este recurso hidrobiológico y se ha creado una Comisión Sectorial de Trabajo 
Técnico (PRODUCE, 2018b).   
Choromytilus chorus (Molina, 1782) “choro zapato” es una especie de bivalvo 
de importancia ecológica y económica pesquera  (Avendaño & Cantillánez, 
2011). Se distribuye desde el Callao, Perú hasta el sureste del Pacífico de 
Chile (Paredes et al., 2016; Ruiz-Velásquez et al., 2017; Benítez et al., 2018). 
En el Perú, ambas especies de moluscos son consumidas por el ser humano 
principalmente en fresco y durante el 2017 fueron extraídas 2.688 t 
(PRODUCEa, 2018). 
A la fecha no se tiene en el Perú una estandarización de un protocolo para 
evaluar MP en estas dos especies de bivalvos de importancia ecológica y 
económica. El objetivo de la presente investigación fue estandarizar un 
protocolo para evaluar MP en bivalvos marinos en el departamento de Lima, 
Perú. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS  
Obtención Material biológico 
La obtención del material biológico fue realizada en el puerto de Ancón 
(77°10'9,55"LO,  11°46'17,36" LS), departamento de Lima, Perú a 43 km al 
norte del centro de Lima, Perú durante el verano del 2019. Las dos especies de 
bivalvos evaluadas, A. atra  y C. chorus presentan importancia comercial y son 
de alto consumo por la población peruana (AFIB-DGIRDL, 2016). Las muestras 
fueron transportadas en una caja enfriadora con hielo a una temperatura de 
5°C a 10 °C, para evitar la descomposición de los bivalvos hasta un máximo de 
2 h de transporte. En el laboratorio se realizó la verificación taxonómica con la 
Guía ilustrada para el reconocimiento de las especies de moluscos bivalvos 
con valor comercial (IMARPE, 2016). 
Como paso previo a la estandarización se evaluó un aproximado de 100 
individuos de cada una de las dos especies, a cada una de los cuales se les 
tomó la longitud con un pie de rey marca Mitutoyo®. Se registró el peso con 
valvas y sin valvas de cada uno de los individuos en una balanza analítica 
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marca AND®  con una resolución de 0,0001 g.  La determinación de la longitud 
y del peso de cada bivalvo fue realizada en el Laboratorio. Todo el material 
utilizado fue lavado con agua filtrada que se obtuvo por medio de un embudo y 
un filtro de nitrocelulosa con poro de 11 um. 
 
Estandarización del protocolo 
Se empleó únicamente a C. chorus para determinar cuál fue el procedimiento 
más eficaz durante la digestión de la MO con peróxido de hidrogeno (H2O2), y la 
flotación y filtración de MP. 
 
Digestión con peróxido de hidrogeno (H2O2) 
Se realizó en tres etapas secuenciales que seleccionaron el procedimiento más 
eficaz. 
Tipo de recipiente: para la digestión de los tejidos blandos de C. chorus, se 
evaluó la eficacia  de tres tipos de recipientes en la obtención de MP y una 
idónea observación de la eficacia del digestor en: (1) vaso tipo Beaker, (2) 
botella comercial transparente alta y (3) botella color ámbar, todos de 1 L de 
capacidad. La eficacia fue evaluada porcentualmente y se emplearon los 
criterios señalados por Li et al. (2015) en base al grado de transparencia y 
digestión de la MO. 
Número de especímenes, grupos de tamaño y límite de peso: se realizaron 
tres diferentes ensayos. El primero que evaluó el efecto del número de 
especímenes de C. chorus consistió en estratificar al azar en 2, 3 y 4 
especímenes. Cada agrupación contó con 3 repeticiones.  El segundo, 
determinó el efecto del grupos de tamaño del bivalvo y consistió en formar 3 
grupos de acuerdo al peso de los especímenes sin valvas; el grupo 1 presentó 
bivalvos de menor peso entre 3 g a 4,5 g, el grupo 2, los de mediano peso 
entre 4,6 g a 6 g y el grupo 3 los más pesados de 6 g a más. Cada grupo contó, 
nuevamente con 3 repeticiones. Finalmente, para el tercer ensayo que evaluó 
el efecto del límite del peso, no importó el número, ni peso de los especímenes 
individuales, sino que tres grupos presentaran como máximo 18 g, 20 g o 25 g. 
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Tipo de equipamiento: se colocó en un baño maría con oscilación a 65°C, y 
en paralelo se colocaron en un oscilador magnético. En ambos equipos se 
evaluó el tiempo de digestión a 24 h y 48 h de exposición (Li et al., 2016). Se 
analizó la eficiencia del baño María y del oscilador magnético, como fuentes de 
calor en el proceso de digestión. El baño maría utiliza al agua como fuente de 
calor y el oscilador es de contacto directo con el metal. (Li et al., 2015). Se 
usaron dos diferentes tipos de volúmenes de 200 mL y 250 mL de H2O2 al 30 % 
a los recipientes de 1 L con los tejidos de C. chorus, para digerir  la MO (Li et 
al., 2015). 
Luego de la selección del mejor protocolo de digestión con H2O2 se continuó 
con la etapa de flotación y filtración de MP. 
Flotación y filtración de Microplástico 
Se siguieron tres procesos alternos para evaluar la flotación y filtración más 
eficaz.  
Primero: a cada frasco con la MO blanda digerida de los bivalvos se le colocó 
una concentración de 0,37 g·mL-1 de NaCl filtrado y reposada toda una noche. 
Al día siguiente se filtró el sobrenadante con papel filtro de membrana de 
celulosa con una porosidad de 11 um y 120 mm de diámetro, y seguidamente 
el filtro se colocó en una placa Petri de vidrio con cubierta, lavada con agua 
filtrada. 
Segundo: a otro grupo se le agregó 0,37 g·mL-1 de NaCl y se dejó reposar toda 
la noche, esta solución fue agregada hasta el tope de la botella y fue cubierta 
por un portaobjetos o laminilla, el cual se sacó y se revisó directamente al 
microscopio óptico, este proceso fue repetido 3 veces para evitar la pérdida de 
MP.  
Tercero: Finalmente, a otro grupo se le adicionó 0,37 g·mL-1 de NaCl  hasta los 
¾ de la botella y con una pipeta de vidrio se obtuvo 10 mL del sobrenadante, y 
se calentó a 40 °C hasta obtener todo el material completamente seco, y luego 
se revisó al estereoscopio.  
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Luego de la selección del protocolo más eficaz de la flotación y filtración de MP 
con C. chorus se continuó con la cuantificación y caracterización de MP con 
ambas especies de bivalvos: A. atra  y C. chorus 
Microplástico 
Se consideró MP a todo plástico menor a 5 mm (Barborza et al., 2019).  Como 
parte de esta estandarización se hizo un conteo de MP en A. atra  y C. chorus 
en base al número de items·botella-1;  número de ítems por individuo 
(ítems·individuo-1) y por número de ítems encontrados por g (ítems·g-1), 
también se clasificaron acorde al color y la forma por el método de 
identificación visual (Hidalgo-Ruz et al., 2012; Rezania et al., 2018). En adición, 
se consideró meso-plástico a todo plástico mayor a 5 mm y menor a 20 mm 
encontrado en el ensayo (Andrady, 2017; Miller et al., 2017). 
Análisis de datos 
La prueba de t de Student se usó con el fin de comparar los ítems de MP para 
el total MP, para fibras, pellets y colores,  ítems·g-1 y ítems·individuo-1 e 
ítem·botella-1. Se empleó el estadístico  F de Fisher para la prueba de 
homogeneidad de Varianzas de Levene. El estadístico (K-S) Kolmogorov-
Smirnov para evaluar la normalidad de los datos. En el caso de no cumplir 
ninguno de los dos supuestos para las pruebas paramétricas fue empleada la 
prueba de U de Mann-Whitney. Para comparar el número de ítems·g-1 de MP 
según color de fibra se usó la prueba de ANDEVA, y posterior prueba de 
Tukey.  Para todos los casos se empleó el software estadístico SPSS versión 
25,00. Se usó un valor de significancia de 0,05 para una adecuada 
contrastación de los datos. 
Aspectos éticos 
Los autores señalan que se cumplieron todas las normas éticas nacionales o 
internacionales. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Digestión con peróxido de hidrogeno (H2O2) 
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Tipo de recipiente: el uso de vaso beacker de 1 L se mostró poco eficaz 
debido que cuenta con una abertura de 11,5 cm, la cual es muy grande y 
podría ser propensa a una contaminación cruzada, por los MP que se 
encuentran en el aire (Smith, 2018). También, para analizar la diferencia de 
densidades no se mostró muy eficaz por su ancho.  
La botella de vidrio color ámbar se mostró más eficaz para la extracción de MP 
por diferencia de densidades, aunque no permitió observar bien el proceso de 
digestión y son de mejor manejo para el uso del oscilador magnético en 
comparación al del baño maría, por su tamaño de 14 cm y abertura de 3 cm.  
La botella de vidrio de color transparente de 2 cm de abertura y 25 cm de altura 
demostraron ser las más adecuadas para el proceso de digestión de MP, pero 
al realizar la extracción con una pipeta de vidrio volumétrica no permitió un 
buen manejo y el otro inconveniente fue que al ser muy largos no se usó 
adecuadamente en el baño maría que se tenía en el laboratorio. Se comprobó 
que las botellas de L y de color transparente, permitieron observar la digestión 
con mejor precisión. Li et al. (2015) señalan que en otros ensayos utilizan 
matraces que ayudaron a evitar que los MP migren a zonas donde se pueden 
adherir y así realizar un mal conteo de los mismos. 
Número de especímenes, grupos de tamaño y límite de peso: Al colocar en 
la botella de vidrio de 1 L de color transparente comparativamente 2, 3 y 4 
especímenes de C. chorus, se observó que cuando fue realizado con 200 mL 
de H2O2 se vio un incremento en la eficacia de la digestión de la MO al emplear 
solo 2 individuos en comparación con 3 y 4 especímenes.  Al utilizar 250 mL de 
H2O2 también se vio el mismo patrón de incremento en la eficacia al emplear un 
número menor  de individuos (Fig. 1). Al separar por pesos en 3 intervalos con 
3 individuos de C. chorus por envase, la digestión con el primer grupo de 
menor peso para 200 mL y 250 mL de H2O2 fue óptima al 99 % para ambos 
volúmenes; en el segundo intervalo la digestión para 200 mL disminuyó en un 5 
% y para 250 mL de 3 % en relación al primer grupo. Finalmente, para el tercer 
grupo con los individuos más grandes la digestión de la MO disminuyó en un 17 
% para 200 mL y para 250 mL fue una disminución del 15 % en relación al 
primer grupo (Fig. 2). 
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Figura 1. Porcentaje de eficacia en la digestión de la materia orgánica (MO) 
con H2O2 respecto al número de especímenes por frasco de Choromytilus 
chorus. 
 
Figura 2. Porcentaje de eficacia en la digestión de la materia orgánica (MO) 
con H2O2 por grupos de tamaño de Choromytilus chorus. Grupo de tamaño 1: 
peso entre 3 g a 4,5 g. Grupo de tamaño 2: peso entre 4,6 g a 6 g. Grupo de 
tamaño 3: peso de 6 g a más. 
97.5 94 
80 
99 97 
90 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
2 3 4
E
fi
c
a
c
ia
 
Numero de especimenes 
200 ml
250 ml
99 94 
82 
99 96 
84 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
1 2 3
Ef
ic
ac
ia
 
Grupos por tamaño 
200 ml
250 ml
11 
 
Al analizar las botellas que contenían 20 g de MO con 200 mL de H2O2, se 
mostró una digestión de 95% y al someterla a 250 mL, la digestión fue de un 
99%. Para el análisis de las botellas con 25 g de MO con 200 mL de H2O2 se 
vio una disminución en la digestión del 9% y al someterla a 250 mL la digestión 
disminuyó en un 5%. Acorde a estos resultados se hizo una prueba más en la 
que se colocó 18 g de MO con 200 mL y 250 mL de H2O2 mostrando una 
digestión del 99% para ambos casos. Optimizando así el uso del H2O2 (Fig. 3).  
 
Figura 3. Porcentaje de eficacia en la digestión de la materia orgánica (MO) en 
g con H2O2 con límite de peso en Choromytilus chorus. 
 
Tipo de equipamiento: El uso del oscilador magnético permitió lograr una 
digestión del 94 % utilizando 20 g de MO con 200 mL de H2O2. Se comparó con 
el baño maría a la misma concentración y la eficacia aumento a 99 % de 
digestión. El oscilador magnético empleado en el laboratorio permite el uso de 
una sola botella, el baño maría permite el uso de 12 botellas con muestras. Se 
observó que mantener las muestras a una temperatura de 65 °C sin oscilación 
no es suficiente para obtener una buena digestión al 99%, por lo que el 
movimiento se hace necesario para este protocolo.  El baño maría fue más 
eficaz que el oscilador magnético, púes permite evaluar y un mayor número de 
muestras, con oscilación y temperatura constante hasta las 48 h de digestión. 
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Para obtener una mejor digestión se utilizó 48 h de exposición a 65 °C en el 
baño maría como lo estableció Li et al. (2015) en su protocolo. A las 24 h no se 
observó una digestión óptima, después de este proceso se dejó 24 h más a 
temperatura ambiente en reposo, y no se vio necesario más tiempo.  
El NaCl utilizado fue una concentración saturada a 60 °C para evitar que el 
agua se evapore. Li et al. (2015) emplearon una solución salina saturada.  En 
cambio, Li et al. (2016) mencionan que utilizaron una solución salina 
sobresaturada con una concentración de 1,2 g·mL-1 de NaCl, lo que para este 
experimento resultó muy complicado de obtener por lo cual se llegó a  saturar 
800 mL de agua filtrada con 296 g ± 0,5 g de NaCl, alcanzado una densidad de 
1,1 g·mL-1. Para Mathalon & Hill (2014), 250 g·L-1 de NaCl es necesario para 
generar diferencia de densidades entre MP y cualquier artefacto en el envase. 
Se ha señalado como ventajas del uso del NaCl para la flotación de los MP, el 
que sea una metodología relativamente barata y simple, de baja peligrosidad, y 
que es un método verificado para PS, PA, PP, PVA y PE. Sin embargo entre 
las principales desventajas se indica que sus tasas de recuperación de MP son 
solo entre 85% y 95%, se requiere múltiples separaciones de densidad para 
lograr altas tasas de recuperación, y finalmente puede emplear mucho tiempo 
(Miller et al., 2017).  
La cantidad de MO como máximo para 200 mL de H2O2 al 30 % fue de 5 g (Li 
et al., 2015). Mathalon & Hill (2014) utilizó 150 mL de H 2 O 2 al 30 % para la 
digestión de 10 g de MO. En esta estandarización se comprobó que la 
digestión de los bivalvos no se realiza al 100 %, pero si se muestra alta eficacia 
con un peso mucho mayor al de 5 g. Los experimentos mostraron que se 
puede usar hasta 18 g de MO si se usa 200 mL de H2O2, con un protocolo que 
no separa al azar, ni por intervalos de tamaño y peso, si no por una agrupación 
de bivalvos que no excedan el peso límite de 18 g. Esta estandarización está 
apoyado por la agitación y temperatura constante el cual no fue modificado del 
protocolo de Li et al. (2015), debido a que una temperatura mayor a 65 °C 
puede ocasionar la perdida de MP y el no mantener en oscilación las muestras 
dificulta la rápida digestión (Claessens et al., 2013; Miller et al., 2017). Se 
realizó estos experimentos utilizando el H2O2 minimizando los costos y 
obteniendo los mejores resultados. 
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El tiempo de digestión con H2O2 al 30 % fue de 24 h a una temperatura de 
65°C con oscilación constante y después se dejó reposar por 24 h o 48 h de 
exposición a temperatura ambiente según el grado de digestión (Li et al., 2015). 
Para esta fase se vio necesario que la digestión sea por 48 h con una 
temperatura de 65 °C, oscilación constante a 80 rpm y por 24 h a temperatura 
ambiente, lo que corroboró que a mayor cantidad de MO a digerir es mayor el 
tiempo de digestión (Mathalon & Hill, 2014).  En los experimentos se observó 
que hay un límite de MO para un volumen de H2O2 al 30 % que se puede 
digerir a pesar de darle un tiempo más prolongado el cual muestra que para 20 
g de MO se hace necesario usar más de 210 mL de H2O2 y si la cantidad de 
MO fuera de 25 g es necesario el uso de más de 250 mL de H2O2 para la 
digestión. 
El uso de H2O2 para la digestión de MO blanda como la del tejido de los 
bivalvos tiene una alta eficacia cuando se quiere obtener MP (Miller et al., 
2017). Algunos ácidos hacen una digestión mucho más rápida pero con 
resultados menos eficaces en la obtención de MP ya que estos ácidos como el 
HNO3 deterioran las fibras MP o las decoloran (Vandermeersch et al., 2015; 
Miller et al., 2017). También se ha encontrado en la literatura científica que el 
uso de métodos de digestión alcalinos como el KOH para invertebrados 
marinos, tiene una alta eficacia y no genera ningún cambio en los MP que se 
desean analizar (Claessens et al., 2013; Thiele et al., 2020). Miller et al. (2017) 
señalan que el KOH tiene como ventajas el emplear una metodología simple, 
ser relativamente barato, tiempo de digestión corto de solo 24 h y ser 
fácilmente accesible en el laboratorio. Sin embargo, puede presentar como 
desventaja que las tasas de recuperación registradas son por peso y no por 
abundancia, y su aplicabilidad a todo tipo de muestras no es bien conocida.    
Flotación y filtración de microplásticos 
Uno de los principales problemas fue lograr la flotación de los MP y determinar 
la forma más adecuada de obtención. Cuando se colocó la solución saturada 
de NaCl se observó que se formaba espuma en el frasco y eso dificultó el 
trasvaso por el filtro a otro recipiente. La generación de espuma no permitió 
observar con claridad los MP en el papel filtro. Aparte que este se saturaba con 
cristales de sal, por ello este método fue descartado. 
14 
 
Al probar el método de flotación al tope de la botella con el uso de una laminilla 
(Iannacone et al., 2019), no mostró eficacia, debido a que la espuma generada 
por la reacción del agua con NaCl y con el H2O2, causaba el derrame del 
contenido y pérdida de MP. La laminilla solo contenía espuma y muy poco se 
observó por lo cual se tuvo que descartar este protocolo (Iannacone et al., 
2019). 
Llenar hasta los ¾ de botella de un L con solución salina saturada y luego 
emplear una pipeta  de 10 mL para sacar el sobrenadante con mucho cuidado 
y vaciar el contenido en una placa Petri de vidrio limpia mostró ser el mejor 
método a utilizar. Para evitar que los MP se adhieran a la pipeta, con agua 
filtrada se limpió y vació el contenido en otra placa Petri. Esta acción se hizo 
por 2 veces para evitar perdida de MP, demostrando así que es la que 
proporcionó un mejor resultado. 
El método de filtración para este tipo de protocolos usa mayormente una 
bomba de vacío, filtros de nitrocelulosa con una porosidad menor o igual a 5 
um y una buena limpieza del lugar del trabajo para evitar la contaminación 
cruzada por MP que se pueden encontrar en aire (Li et al., 2015). En este 
estudio no se utilizó una bomba de vacío, pero si fueron probados los métodos 
clásicos para la búsqueda de MP en arena (Iannacone et al., 2019), lo cual 
permitió comparar la eficacia de estos protocolos. Sin lugar a dudas, el utilizar 
una pipeta de 5mL de vidrio resultó ser adecuado para el presente estudio, fue 
menos costoso que el uso de una bomba de vacío. Sin embargo, se sabe que 
el uso del método de la pipeta tiene sus limitaciones, debido a que puede que 
los MP más pequeños se adhieran en la pipeta generando un error en el conteo 
de estos.   
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Microplásticos 
Figura 4. Microplásticos encontrados en Aulacomya atra y en Choromytilus 
chorus en el puerto de Ancón, departamento de Lima, Perú: A: Fibra color azul, 
B: Fibra color rojo, C: Fibra color blanco, D: Fibra color azul de tamaño peculiar, 
E: Pellet color amarillo, F: Pellet color blanco.  
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Figura 5. Meso-plásticos encontrados en Aulacomya atra y en Choromytilus 
chorus en el puerto de Ancón, departamento de Lima, Perú; A: meso-plástico 
con fibras envueltas; B: Artefacto no identificado envuelto en fibras MP; C: 
meso-plástico duro; D: meso-plástico azul con fibras MP.  
 
Los tipos de MP encontrados se clasificaron en fibras de color blanco, rojo y 
azul; y los pellets de color blanco y amarillo (Tabla 1). Para A. atra y para C. 
chorus se obtuvo la siguiente secuencia en valores porcentuales: fibras> pellets 
y meso-plásticos. En relación a los colores de MP para A. atra se observa el 
siguiente ordenamiento en porcentaje: fibra roja > fibra azul > fibra blanco > 
pellets amarillo > pellet blanco. Similarmente en C. chorus se obtuvo el 
siguiente ordenamiento en porcentaje: fibra roja > fibra azul > fibra blanco > 
pellets amarillo = pellet blanco (Tabla 1, Fig. 4). Los meso-plástico que se 
17 
 
encontraron estaban enredados en fibras de MP como se muestra en la Fig. 5. 
A, B. No se logró identificar algunas muestras ya que no tenían forma, pero se 
determinó que contaban como meso-plástico. 
En la Tabla 1 nos muestra los valores de ítem·g-1, ítem·individuo-1 e 
ítems·botella-1.  
Tabla 1. Valores porcentuales de MP y meso-plástico encontrados en 
Aulacomya atra y Choromytilus chorus procedentes de Ancón, Lima, Perú.  
 
 
Especies de 
bivalvos 
fibras 
(%) 
pellets 
(%) 
meso-plásticos 
(%) 
fibra 
blanco 
(%) 
fibra 
azul 
(%) 
fibra 
roja 
(%) 
pellets 
blanco 
(%) 
pellets 
amarillo 
(%) 
item· 
g
-1 
(%) 
item· 
individuo
-1 
(%) 
Ítems. 
botella
-1 
(%) 
Aulacomya 
atra 
92,68 6,05 1,27 14,84 36,77 42,26 2,90 3,23 1,91±0,11 
11,48±0,6
4 
34,44±1,91 
Choromytilus 
chorus 
90,48 7,48 2,04 16,92 33,46 41,35 4,14 4,14 1,64±0,08 9,85±0,45 29,55±1,36 
 
La Tabla 2 nos muestra que no se encontraron diferencias significativas entre 
el número de MP tipo fibras, pellets y según colores entre A. atra y en C. 
chorus según la prueba de t de student. En el único caso que se encontraron 
diferencias fue para las fibras azules, presentándose valores mayores de 
ítems de MP para  A. atra que para C. chorus. De igual forma al comparar los 
ítems de MP entre los tres colores de fibras se observó una mayor cantidad 
para el color rojo y azul en comparación con el blanco (F = 43,20, p<0,001; 
FLevene = 1,67, p <0,19).  Nuestros resultados concuerdan con Rezania et al. 
(2018), quienes señalan que los colores dominantes en la biota acuática son 
el negro y el azul, y mayormente de fibras y fragmentos. 
Los resultados obtenidos en A. atra y C. chorus fueron comparados con la 
literatura académica, Li et al., (2015) evaluaron a 9 especies de bivalvos en 
Asia, y obtuvieron que lo más común eran las fibras que los pellets. En los 
especímenes evaluados, se encontraron de 2,1 a 10,5 ítems.g-1 y 4,1 a 57,2 
ítems.individuo-1 de MP  En el presente estudio se obtuvieron cantidades 
menores de MP para ambas unidades de medida (tabla 1), lo que evidencia 
niveles mucho más bajos de MP en el Perú en comparación al ambiente marino 
del continente Asiático (Jambeck et al., 2015).  
Tabla 2.  Pruebas estadísticas de comparación entre cantidades de MP en 
Aulacomya atra y en Choromytilus chorus en el puerto de Ancón, 
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departamento de Lima, Perú. t = Prueba de t de Student. F = Estadístico de 
Fisher para la prueba de homogeneidad de Varianzas de Levene. K-S = 
Kolmogorov-Smirnov para la normalidad. * = fue empleada la prueba de U de 
Mann-Whitney al no cumplir los datos la prueba de Kolmogorov-Smirnov de 
Normalidad. P = significancia. 
MP t p F p K-S p 
fibras 1,2 0,25 2,27 0,15 0,70 ,69 
pellets 1,06 0,31 1,56 0,23 0,70 ,69 
meso-plásticos 0,76 0,46 0,81 0,38 0,26 1,00 
fibras blancas 0,11 0,91 1,19 0,29 0,26 1,00 
fibras azules 18,0* 0,04 4,05 0,06 1,41 0,04 
fibras rojas 1,61 0,13 0,02 0,89 0,94 0,34 
pellets blancos 0,80 0,43 2,35 0,15 0,47 0,98 
pellets amarillos 0,6 0,55 1,55 0,23 0,70 0,69 
item·g-1 2,06 0,06 2,36 0,14 0,94 0,34 
item·individuo-1 2,08 0,05 2,54 0,13 0,94 0,34 
Ítems·botella-1 2,08 0,05 2,52 0,13 0,65 0,79 
        
     Kolandhasamy et al. (2018) encontró en el tracto intestinal de especímenes de 
cultivo del bivalvo Mytilus edulis Linnaeus, 1798, 9,2 ítems·g-1 de MP. Esta 
investigación evidencia que los MP no solo ingresan por filtración, sino también 
por ingestión. Li et al. (2018) mostraron que en el molusco M. edulis de 
consumo humano directo en los supermercados del Reino Unido variaron entre 
0,7 a 2,9 ítems·g-1 y 1,1 a 6,4 ítems·individuo-1, mostrando que la 
contaminación MP es alta en comparación a las especies evaluadas en la 
presente investigación.  
En otro estudio con M. edulis y Crassostrea gigas Thunberg, 1793 (Ostreidae) 
colectadas de Alemania y Francia de granjas especializadas en su cultivo para 
el consumo humano se encontró 0,36 ítems·g-1 y 0,47 ítems·g-1, que muestran 
niveles de MP numéricamente más bajos que los encontrados en nuestro 
trabajo. Estos resultados se obtuvieron después de ser lavados y pasar por un 
proceso de digestión acida lo que puede afectar al proceso de extracción MP, 
debido a que la digestión acida no es la óptima para este tipo de ensayos por 
que tiende a degradar las fibras plásticas (Van Cauwenbergue et al., 2014; 
Miller et al., 2017). 
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Estudios en el Golfo Pérsico encontraron una alta concentración de MP en una 
diversidad de especies marinas de 12,8 a 20,0 ítems·g-1 y en bivalvos 
estudiados encontró de 0,2 a 2,2 ítems·g-1 resultados similares a los 
encontrados en este estudio, demostrando así que no solo los bivalvos están 
contaminados sino también otros tipos de invertebrados que se encuentran por 
debajo de la cadena trófica (Naji et al., 2018).  
Se determinó cuál fue el procedimiento más eficaz durante la digestión de la 
materia orgánica con peróxido de hidrogeno (H2O2), y la flotación y filtración de 
los MP usando a C. chorus para esta estandarizacion.  
Durante la digestión con H2O2 el envase más adecuado fue la botella de vidrio 
de transparente de 1 L con 2 cm de abertura y 25 cm de altura. El volumen de 
H2O2 al 30% que permitió la mejor digestión de la materia orgánica al 99% en 
C. chorus fue 18 g en 200 mL de H2O2. El baño maría fue más eficaz que el 
oscilador magnético, púes permite evaluar y un mayor número de muestras, 
con oscilación y temperatura constante hasta las 48 h de digestión.  
Durante la flotación y filtración de MP,  se llenó hasta los ¾ de botella de un L 
con solución salina saturada y luego emplear una pipeta de vidrio volumétrica 
de 10 mL para sacar el sobrenadante con mucho cuidado y vaciar el contenido 
en una placa Petri de vidrio limpia mostró ser el mejor método de flotación para 
la extracción de MP a utilizar. 
Se obtuvo 2 tipos de MP fibras que son las más abundantes, mostrando 
colores rojo azul y blanco; pellets de color amarillo y blanco, con 
concentraciones bajas en  comparación de las revisiones realizadas en el otro 
lado del mundo. Los bivalvos no solo filtran MP si no también meso-plásticos 
de un tamaño entre 5 mm y 20 mm.  
Finalmente, es nuestros resultados evidencian que es urgente la 
estandarización de protocolos para MP para una coherente recopilación y 
análisis de datos. Métodos armonizados, rápidos y reproducibles permitirán una 
evaluación más precisa de los impactos y riesgos que los MP representan para 
la biota, en especial para los bivalvos marinos y aumentarán la comparabilidad 
entre las investigaciones internacionales. 
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